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摘 要 研究了超临界 CO2夹带乙醇流体从裂殖壶藻 Schizochytrium sp. 中提取富含 DHA 油脂的新工艺。
基于气液相平衡性质，确定了夹带剂乙醇的添加范围，并对提取过程进行动力学分析，确定了二氧化碳的使用量。
通过中心组合设计的响应面优化试验，获得了最佳提取工艺条件: 温度 52 ℃、压力 38 MPa、乙醇摩尔比0. 04。该
条件下，微藻油脂的回收率约为88. 2%，显著高于纯超临界 CO2萃取的回收率( 71. 9% )。根据 Peng － Ｒobinson 方
程考察了混合流体的密度变化对油脂溶解度的影响，部分解释了操作条件对油脂回收率的影响。脂肪酸组成分
析显示，新工艺得到的油脂中的 DHA 质量分数约为 39. 9%，略高于传统工艺。由此可知，超临界 CO2夹带乙醇流
体是一种极性范围广、溶解能力强的绿色提取介质，非常适用于中性微藻油脂的提取。
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裂殖壶藻( Schizochytrium sp. ) 是一种常见的微
藻，其生长周期远低于动物，因此通过发酵调控非常
易于规模化培养［1］，发酵后的藻细胞中总油脂质量
分数可高于 70%［2］，其中 ω － 3 长链多不饱和脂肪酸
特别是二十二碳六烯酸( DHA) 质量分数约为总油脂
的 30% ～ 50%［3 － 4］，是一种理想的可替代深海鱼油
的 DHA 生产原料。随着我国节能减排政策的推行
及深化，相关环境友好的油脂绿色提取技术已成为













临界 CO2进行萃取，油脂回收率由原来的 29. 2% 提
高到 75. 5% ; Wang 等［12］则用亚临界状态的 CO2对乙
















裂殖壶藻( Schizochytrium sp. ) : 菌种由浙江师范
大学菌种保藏中心保藏，经谷氨酸钠固体培养基活
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化，30 ℃摇瓶培养 2 ～ 3 d，转接至 5 L 种子罐进行扩
培，最后转接至 50 L 机械罐进行发酵培养，接种量
10%，培养温度 28 ℃，自动控制 pH 6. 5，通气量为
2 vvm，发酵时间约为 4 ～ 5 d，发酵终止时残糖浓度




FMG －5L 和 FUS － 50L( A) 机械发酵罐; HELIX
超临界天然产物萃取系统; K － 501 双活塞往复泵;
GC 7890A 气相色谱仪; BSA224S 电子天平。
CO2气体( 纯度≥99. 9% ) ; 甲苯、甲醇为色谱纯;
脂肪酸甲酯混合标准品、正己烷、乙醇等均为分析纯。
1. 3 试验方法
1. 3. 1 微藻油脂提取方法
有机溶剂提取: 称取 20. 0 g 微藻干粉，以正己烷










取样，称 重 并 计 算 油 脂 回 收 率。CO2 流 速 保 持 在
5 L /min，纯超临界 CO2提取采用以上相同的装置。
图 1 CO2 － 乙醇气液相平衡图( 323 K)
1. 3. 2 夹带剂乙醇加入量的确定
根据文献查阅得到的热力学数据［13，14］，绘制了
323 K 下 CO2 － 乙醇气液相平衡图，如图 1 所示。在
此温度下，超临界 CO2夹带乙醇的操作压力应大于临
界压力( Pc，9. 05 MPa) ，而对应的二氧化碳摩尔比应
大于其临界摩尔比( xc，0. 93 mol /mol) ，由此可确定
夹带剂乙醇的摩尔比应控制在 0 ～ 0. 07 的范围内。
以此类推，进一步查阅了 313 ～ 333 K 下的气液相平
衡数据，最终 确 定 实 验 中 乙 醇 摩 尔 比 参 考 范 围 为
0 ～ 0. 09。
1. 3. 3 响应面优化试验设计
对油脂提取过程进行动力学分析，由预试验结
果确定优化试验所需的提取时间，采用 Design Expert





－ 1. 68 － 1 0 1 1. 68
温度 /℃ X1 33. 18 40 50 60 66. 82
压力 /MPa X2 18. 18 25 35 45 51. 82
乙醇摩尔比 X3 － 0 0. 04 0. 09 0. 12
1. 3. 4 微藻油脂肪酸组成及含量测定
甲酯化: 采用 Cavonius 等［15］的方法，略加修改。
称取 100 mg 样品，溶于 2. 5 mL 甲苯，加入 3 mL 体积
分数为 10% 的 乙 酰 氯 甲 醇 溶 液，在 氮 气 保 护 下，
80 ℃反应 2 h。冷却后，加入 4. 5 mL 6% 碳酸钠溶
液。5 000 r /min 离心 5 min，取有机相，进行气相色
谱分析。
气相色谱条件: 毛细管分析柱为 Agilent HP － 5，
30 m ×0. 32 mm ×0. 25 μm; 载气为高纯氮气( 纯度 ＞
99. 99% ) ，流速为 30 mL /min; 进样口、检测器温度分
别为 270、280 ℃，进样量为 1 μL，分流比 100 ∶ 1。采
用程序升温: 初始温度为 100 ℃，保持 13 min，然后以
10 ℃ /min 升温至 180 ℃，保持 6 min，再以 1 ℃ /min
升温至 200 ℃，保持 20 min，最后以 4 ℃ /min 升温至
230 ℃，保持 10. 5 min。根据脂肪酸甲酯混合标准品
确定样品中的脂肪酸种类，采用面积归一法计算脂
肪酸相对含量，每个样品重复测定 3 次［16］。
1. 4 超临界 CO2夹带乙醇流体密度估算
超临界 CO2 夹带乙醇流体的密度可用 Peng －
Ｒobinson 方程计算［17，18］。
P = ＲTVm － b
a






式中: P 为压力 /Pa; Ｒ 为理想气体常数 /8. 314
J / ( mol·K) ; T 为温度 /K; Vm 为摩尔体积 /m
3 /mol; a
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为分子间引力，是关于温度的函数; b 为气体总体积
中包含分子本身体积的部分，是与临界温度和临界
压力相关的常数。ρ 为流体密度 /kg /m3 ; xCO2、xEtOH分
别为 CO2、乙醇的摩尔比; MCO2、MEtOH 分别为 CO2、乙




( 40 ～ 60 ℃ ) 、压力( 25 ～ 45 MPa) 、乙醇摩尔比( 0 ～
0. 09) 的边界值作为操作条件，分别绘制了超临界
CO2夹带乙醇萃取裂殖壶藻油脂的提取过程曲线，如
图 2 所示。超临界 CO2 夹带乙醇流体提微藻油脂的
动态过程大致分为以下 3 个阶段［19］: 1 ) 恒定提取速
率期( Constant － extraction rate period，CEＲ) ，油脂回
收率以相对恒定的速率快速增加; 2 ) 减速提取期
( Falling － extraction rate period，FEＲ) ，油脂提取速率
减慢，但回收率仍在明显增加; 3 ) 扩散控制提取期
( Diffusion － controlled rate period，DCＲ) ，油脂回收率
以极缓慢的速率增加。尽管不同操作条件下，微藻
油脂的提取速率各不相同，但提取 3 h 后均能进入扩
散控制期，即可达到操作条件下最大油脂回收率。
后续优化试验的提取时间设定为3 h，事实上由于每
批次提取试验 CO2 的流速是恒定的( 即乙醇摩尔比
仅取决于乙醇泵入的流速) ，因此也意味着每批次试
验的 CO2用量恒定。






Y = 84. 34 + 7. 30X1 + 8. 37X2 － 1. 51 X3 －
1. 55X1 X2 － 0. 17X 1 X3 － 0. 57X2 X3 － 22. 71X
2
1 －















1 50 35 0. 04 85. 5 917
2 40 25 0. 00 12. 9 872
3 50 35 0. 04 83. 6 917
4 60 25 0. 00 28. 9 771
5 40 45 0. 00 36. 1 1 018
6 50 35 0. 12 47. 0 935
7 60 45 0. 09 40. 8 947
8 50 35 0. 04 87. 4 917
9 33 35 0. 04 9. 6 978
10 60 25 0. 09 26. 1 822
11 50 18 0. 04 33. 3 738
12 40 45 0. 09 31. 7 1 008
13 50 35 0. 04 85. 9 917
14 60 45 0. 00 46. 6 944
15 50 35 0. 04 77. 9 917
16 50 52 0. 04 55. 4 1 002
17 67 35 0. 04 38. 2 858
18 50 35 0. 00 77. 3 916
19 50 35 0. 04 80. 7 917
20 40 25 0. 09 10. 1 913
对回归模型进行方差分析，结果见表 3。模型项
的 P 值小于 0. 000 1，表示极显著; 失拟项 P 值为
0. 086 3，大于 0. 05，表示差异不显著，两项值综合说
明了所构建的响应面模型可信度高，并且模型的决
定系数 Ｒ2 值和修正系数 Ｒ2Adj 值分别为 0. 980 6 和
0. 963 1，表明该模型能够解释 98. 06% 的响应值变
化，拟合程度较好，能够预测各操作条件下微藻油脂
的提取结果。显著性分析结果显示，各因素的对微
藻油脂回收率的影响程度次序为: 压力 ＞ 温度 ＞ 乙
醇摩尔比。
表 3 超临界 CO2夹带乙醇萃取裂殖壶藻油脂的方差分析
来源 平方和 自由度 均方 F 值 P 值
模型 898. 39 9 99. 82 58. 23 ＜ 0. 000 1 显著
X1 45. 16 1 45. 16 25. 38 0. 000 5
X2 59. 68 1 59. 68 33. 55 0. 000 2
X3 1. 46 1 1. 46 0. 82 0. 385 8
X1X2 1. 20 1 1. 20 0. 68 0. 430 4
X1X3 0. 011 1 0. 011 6. 32 !10 －3 0. 938 2
X2X3 0. 15 1 0. 15 0. 085 0. 776 6
X12 482. 02 1 482. 02 270. 94 ＜ 0. 000 1
X22 227. 46 1 227. 46 127. 86 ＜ 0. 000 1
X32 121. 48 1 121. 48 68. 29 ＜ 0. 000 1
残差 17. 79 10 1. 78
失拟项 14. 05 5 2. 81 3. 76 0. 086 3 不显著
纯误差 3. 74 5 0. 75
总离差 916. 18 19
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2. 3 操作压力及温度对微藻油脂提取的影响
温度和压力对裂殖壶藻油脂回收率的影响如图 3
所示。在乙醇摩尔比为 0. 04 的条件下，考察了温度和
压力对超临界 CO2 夹带乙醇萃取裂殖壶藻油脂的影
响。图 3a 表明温度为 50 ℃时，随着压力增加，油脂回
收率先增大后减小，当压力约为 38 MPa 时，油脂回收
率达到最大值85. 5%。图3b 表明当压力从25 MPa 增
大至 38 MPa 时，流体密度从846 kg /m3逐渐增大至 935
kg /m3，溶 剂 化 效 应 增 强，有 利 于 油 脂 溶 解 度 的 增
加［20］，但压力达到 38 MPa 后继续增加，油脂回收率反
而减少，原因可能是过高的压力降低了物料的孔隙率，
使流体难以扩散进入物料的孔状结构内部，增加了传





存在竞争关系，在 40 ～ 52 ℃范围内，蒸气压效应占主
导地位，油脂回收率从 54. 3%增大至最大值 84. 9% ;










引起的溶剂化效应，可忽略不计。图 5a 和图 5b 分别
显示了在超临界 CO2 夹带乙醇流体的操作区域内油
脂回收率关于乙醇摩尔比、压力的响应面图及等高
线图。由图可知，当压力为 35 MPa 时，乙醇摩尔比









流体提取微藻油脂的最佳条件为: 温度 51. 51 ℃、压
84
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力 37. 64 MPa、乙醇摩尔比 0. 04，在此条件下，微藻油
脂回收率的预测值为 86. 0%。考虑到实际操作的可
行性，验证试验所采用的工艺条件为: 温度 52 ℃、压
力 38 MPa、乙醇摩尔比 0. 04，3 组平行试验的平均回
收率为( 88. 2 ± 0. 5 ) %，与预测值基本相符，证明了
在操作范围内模型拟合程度良好。传统的有机溶剂
提取法可从 20 g 微藻中提取到 4. 98 g 油脂，环境友
好型的超临界 CO2夹带乙醇流体萃取的油脂回收率
接近 90%，显著高于相同温度、压力条件下纯超临界











数约为 39. 9%，高于纯超临界 CO2 流体及正己烷提
取得到的油脂中的含量，这可能是因为夹带剂乙醇
的加入，一定程度上增大了流体的极性，从而更易提







脂肪酸 scCO2 + EtOH scCO2 正己烷
饱和脂肪酸
肉豆蔻酸( C14∶ 0) 6. 0 ± 0. 2 6. 4 ± 0. 2 5. 8 ± 0. 2
软脂酸( C16∶ 0) 38. 8 ± 1. 4 40. 7 ± 1. 2 39. 4 ± 0. 9
硬脂酸( C18∶ 0) 1. 3 ± 0. 1 1. 3 ± 0. 1 1. 3 ± 0. 1
小计 1 46. 1 48. 4 46. 5
不饱和脂肪防酸
十六碳一烯酸( C16∶ 1) 2. 6 ± 0. 1 2. 9 ± 0. 2 －
油酸( C18∶ 1) 2. 7 ± 0. 2 2. 7 ± 0. 1 2. 8 ± 0. 1
DPA( C22∶ 5) 7. 9 ± 0. 5 7. 1 ± 0. 4 9. 1 ± 0. 4
DHA( C22∶ 6) 39. 9 ± 1. 4 36. 6 ± 1. 4 37. 7 ± 0. 9
小计 2 53. 1 49. 3 49. 6




面方程，经优化得到了最佳工艺条件: 温度 52 ℃，压
力 38 MPa，乙醇摩尔比 0. 04; 在此条件下，微藻油脂
回收率为 88. 2%，显著高于纯超临界 CO2 萃取的回
收率 ( 71. 9% ) 。结 合 构 建 的 模 型 方 程，以 及 通 过
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Technical Study on Lipid Extraction from Schizochytrium sp．
Using Supercritical CO2 with Ethanol
Li Peilei1 Li Hongna1 Jing Keju2 Lin Jieru1 Andreea David1 Deng Gang1
( College of Chemistry and Life Sciences，Zhejiang Normal University1，Jinhua 321004)
( College of Chemistry and Chemical Engineering，Xiamen University2，Xiamen 361005)
Abstract A novel process for extracting DHA － rich lipid from Schizochytrium sp． using supercritical CO2 with
an entrainer，ethanol ( scCO2 + EtOH) was studied． The estimation of molar fraction range of ethanol depended on
( 下转第 56 页)
05
中国粮油学报 2019 年第 11 期
Optimum Extraction of Astragalus
Seed Oil by Ultrasonic Wave
Jiang Xinlong Jiang Yihua
( College of Biology and Environmental engineering，Zhejiang Shuren University，Zhejiang Hangzhou 310015)
Abstract Through orthogonal experiments，the optimum extraction conditions of oil from Astragalus seeds with
aid of ultrasonic wave technology were studied． The fatty acid composition of Astragalus seed oil was studied by GC a-
nalysis ． The results showed that the significant of the effects of these factors on the oil extraction efficiency decreaseed
in the order: liquid to material ratio ＞ ultrasonic temperature ＞ ultrasonic time ＞ ultrasonic power． The optimum ex-
traction conditions are: the petroleum ether as extraction solven，ratio of raw material and solution 10 mL /g，ultra-
sonic temperature 60 ℃，ultrasonic time 25 min，ultrasonic power 120 W，and the maximum extraction efficiency of
astragalus seed oil could reach 14． 82% ． The Astragalus seed oil were detected 15 kinds of fatty acids． The main fatty
acids of Astragalus seed oil were oleic acid ( 19． 76% ) ，linoleic acid ( 44． 30% ) ，linolenic acid ( 16． 24% ) ，cis －
10 － pentadecenoic acid ( 6． 81% ) ，cis － 10 － heptadecenoic acid ( 3． 16% ) and arachidic acid ( 1． 96% ) ． The
relative content of unsaturated fatty acids was 91． 49% ． This study provided a scientific basis and technical reference
for the development and utilization of Astragalus seed oil．
Keywords ultrasonic wave，extraction process，Astragalus seed oil，
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fatty acid composition
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the thermodynamic data of the vapor ( CO2 ) － liquid ( ethanol) equilibrium reported in the literatures． The total a-
mount of CO2 added was determined based on the kinetic analysis of the extraction process． The model equation was
constructed successfully according to the response surface trials on basis of central compositedesign ( CCD) ，presen-
ting the optimal operation conditions including temperature of 52 ℃，pressure of 38 MPa and ethanol molar fraction of
0． 04 mol /mol． The maximum recovery of microalgae lipid using new method reached around 88． 2% significantly
higher than that of pure supercritical CO2 extraction ( 71． 9% ) ． Furthermore，Peng － Ｒobinson equation was em-
ployed for calculating the densities of mixed fluid and the variation of fluid density with respect to the relevant param-
eters possibly influenced the solubility of microalgae lipid，partially explaining the impacts of operating conditions on
lipid recovery． Chemical compositions of microalgae lipids based on gas chromatography showed microalgae lipidex-
tracted by scCO2 + EtOH contained 39． 9% of Docosahexaenoic acid ( DHA) ，higher than that obtained by traditional
techniques． Besides，it could be concluded that scCO2 + EtOH fluids have potential to be developed as a promising
technique for extracting medium polar lipid from microalgae species dueto their own extensive polarity range，promi-
nent solubility as well as environmentally friendly feature．
Key words lipid extraction，supercritical CO2，entrainer，Schizochytrium sp．
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